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RESUMEN

En este trabajo se evalué una celda de reaccion para la generacion de vapor frio de
cadmio. Asimismo, se optimiz6 una metodologia aplicable a la determinacion de

cadmio en muestras de orina mediante CV-AAS.

Para ello, se optimizaron los parametros fisicos correspondientes al disefio de la celda
y su ensamblaje para la introduccion apropiada de la muestra y los reactivos. Los
pardmetros que intervienen en la formacion de la especie volatil de cadmio también
fueron optimizados, tanto en muestras de orina como en soluciones acuosas,
empleando dos aproximaciones: un disefio factorial multivariado Box Behnken de
cuatro factores a dos niveles y un analisis univariado. Los resultados obtenidos bajo las
condiciones Optimas, en cada caso, fueron comparados en base al limite de deteccion,
porcentaje de recuperacion y valor de concentracidon promedio. Asimismo, se

determind la exactitud y la precision de la metodologia.

Bajo las condiciones optimizadas mediante el método multivariado (2,78% m/v de acido
clorhidrico, 3,5 mg L™ de Co, 5,90 % m/v tiourea y 7,0 % m/v del agente reductor) y
mediante el método univariado (2,8% m/v de &cido clorhidrico, 2 mg L™ de Co, 4 % mi/v
tiourea y 7,0 % m/v del agente reductor) se obtuvieron limites de deteccién instrumental
de 1,11 pg L* y 0,96 pg L?, respectivamente. El porcentaje de recuperacion
instrumental obtenido mediante ambos procedimientos fue comparable y se encuentra
dentro del intervalo del 91% y 98%. Tampoco se encontraron diferencias significativas
(P=0,05) entre los valores de concentracion de Cd determinados en muestras de orina

provenientes de donantes voluntarios.

Los resultados de la concentracion de Cd obtenidos en una muestra control de orina,

Lyphocheck Nivel 1 de Bio-rad, bajo las condiciones experimentales optimizadas



mediante el modo multivariado, estuvieron de acuerdo con los valores establecidos por

el fabricante, mostrando un coeficiente de variacion del 2,1% para tres réplicas.

Los resultados obtenidos muestran que la celda disefiada y operada bajo las
condiciones de analisis optimizadas, permite la obtencién del vapor metalico de cadmio
y su determinaciéon en muestras de orina de manera cuantitativa y con una buena
precision. Los LOD obtenidos pueden ser mejorados realizando modificaciones
adicionales dirigidas hacia la disminucion del volumen muerto que diluye el vapor

metalico generado.
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INTRODUCCION

Entre los metales que representan mayor toxicidad para los seres humanos se
encuentran el plomo (Pb), el mercurio (Hg) y el cadmio (Cd), los cuales se encentran en
el grupo de los metales pesados. Estos y otros metales o diferentes compuestos de
éstos, tanto organicos como inorganicos o sus respectivas sales, tienen la propiedad
de aumentar su concentracion en organismos biologicos a través del tiempo, de
acuerdo a la capacidad que tenga el organismo de excretarlos; de esta manera se
acumulan en ciertos 6rganos del cuerpo trayendo como consecuencia diversos dafios,
entre los cuales se pueden mencionar efectos agudos y crénicos en los sistemas
nervioso central, reproductivo e inmune, trayendo como consecuencia problemas
neuroldgicos, cardiovasculares, renales, gastrointestinales, hematolégicos vy

reproductivos .

La toxicidad del cadmio y otros metales trae como consecuencia el desarrollo de
nuevas técnicas que permitan determinar concentraciones cada vez mas bajas, ya que
los efectos toxicos se observan a cantidades muy bajas, encontrandose trazas en el
organismo. El objetivo principal que se busca con dichas técnicas es mejorar los limites
de deteccidn, realizar analisis en tiempos mas cortos, disminuir los costos, asi como
también lograr que la instrumentacion sea mas sencilla. El desarrollo de técnicas de
introduccién de analitos mediante generacién de especies en fase gaseosa para
espectrometria atébmica, tanto para absorcion atomica (AAS) como para emision
atomica (AES), tales como la generacion de hidruros y la generacion de vapor frio de
mercurio y cadmio, constituyen ejemplos de técnicas que cumplen con las

caracteristicas antes mencionadas, las cuales han sido investigadas en detalle ¢* y



para las cuales se han determinado las diferentes figuras de mérito que garantizan la

validez de los andlisis realizados.

La generacion del vapor frio de cadmio es una técnica bastante reciente. Hace afios
s6lo se conocia la generacion de vapor frio de mercurio, la que en la actualidad es una
técnica muy conocida y aplicada a muchas muestras de diferente naturaleza ©9. Con el
transcurrir de los afos, investigadores en busqueda de nuevas técnicas que permitieran
determinar cantidades cada vez mas bajas, desarrollaron la técnica de generacion de
vapor frio de cadmio utilizando reactivos adicionales que faciliten la reaccion entre éste
y el borohidruro de sodio. Se desarrollaron también instrumentos adicionales tales
como celdas de reaccion para mejorar la eficiencia de dicha técnica arrojando
resultados satisfactorios, los cuales han sido validados mediante diferentes figuras de
mérito tales como la exactitud, con material de referencia certificado, precision,
realizando numerosas medidas a diferentes condiciones y limites de deteccidn cada vez

mas bajos.

El presente trabajo se centra en la evaluacion de una celda de reaccion para la
generacion de vapor frio de Cd como sistema de introduccion de muestra y su

determinacién mediante espectrometria de absorcion atémica.



MARCO TEORICO

1. Generalidades acerca del Cadmio

El Cadmio es el elemento quimico de niumero atdbmico 48 situado en el grupo 12 de la
tabla periodica. Este metal es maleable, grisaceo, y existe en su forma pura en la
naturaleza, en rocas y suelos a niveles de concentracién muy bajos ®. Por lo general se
encuentra en el ambiente como un mineral combinado con otros elementos tales como
el oxigeno (6xidos de cadmio), cloruros (cloruro de cadmio), o azufre (sulfito y sulfato de
cadmio), éstas diferentes formas de compuestos de cadmio se encuentran en estado
sélido como pequefias particulas dispersas en el aire . El cadmio forma parte del
grupo de metales pesados debido a que tiene una densidad mayor a 5 g/cm™ (densidad
Cd= 8,65 g cm™) 19,

1.1 Usos del Cadmio

Tanto las aleaciones como los compuestos de cadmio, son usados en una gran
variedad de productos comerciales e industriales. El uso de los compuestos de cadmio

se puede dividir en cinco categorias ®?:

% Principalmente en baterias de niquel-cadmio donde el cadmio representa el 70% del

total del producto.

« Pigmentos, los cuales son usados en su mayoria en plasticos, ceramicas y vidrio ,

en los cuales el cadmio representa un 12 % del producto.



« Como estabilizadores del cloruro de polivinilo (PVC) contra la luz y el calor, para los

cuales el cadmio usado representa un 17%.

% Revestimientos en acero y algunos metales no ferrosos, en los cuales el cadmio

usado representa un 8 % del total del producto.

« Componente en diversas aleaciones especificas, donde el cadmio representa

aproximadamente un 2 % del total de dichas aleaciones.

El carbonato y el cloruro de cadmio eran usados anteriormente como fungicidas para
canchas de golf y césped, pero fueron prohibidos por la EPA al final de los afios 80. La
relevancia del cloruro de cadmio como un producto comercial ha disminuido, sin
embargo, éste es usado para la preparacion de sulfuro de cadmio en la
manufacturacion de espejos especiales y en pinturas para tefiir. El sulfuro y el teluro de
cadmio, son usados principalmente en celdas solares y en una gran variedad de
artefactos electrénicos, los cuales dependen de las propiedades semiconductoras del
cadmio. Las propiedades fotoconductora y electroluminiscente del sulfuro de cadmio
han sido aplicadas en la manufacturacion de una variedad de productos

comerciales 9.

1.2 Toxicidad y efectos del Cadmio en la salud

Méndez-Armenta M., y Rios C., (2007) ™, en su trabajo acerca de la neurotoxicidad del
cadmio, mencionan algunos dafios producidos por el cadmio, entre los cuales hacen
referencia a: el dafio ocasionado en los pulmones de trabajadores expuestos al cadmio
como la primera consecuencia en la salud humana relacionada a la exposicién de este
elemento (hecho publicado en 1983), ademas citan que Friberg (1948), reportd la

presencia de proteinuria y enfisema en trabajadores de la industria de baterias de



cadmio y algunos afios méas tarde, después de la segunda guerra mundial en la
poblacion de Toyama-Japon, aparecieron fracturas patolégicas de huesos y dolores
severos denominados enfermedad Itai-ltai, como consecuencia a la exposicion al

cadmio.

Asi como en el caso de otros metales, por ejemplo el mercurio y el arsénico, es
importante conocer las formas en la que se encuentra el cadmio y la ruta de exposicién,
ya que dependiendo de las mismas, estas pueden afectar enormemente la absorcion y
distribucion del elemento en varios sitios especificos, asi como también la gravedad del
efecto observado. La forma del cadmio que es de gran interés para los efectos sobre la
salud via inhalacién son los 6xidos, debido a que ésta es la forma principal transportada
en el aire. Por ingestion, el cloruro de cadmio ha sido estudiado con frecuencia en
animales debido a la alta solubilidad en agua y las altas concentraciones resultantes
revelan los sitios especificos afectados. Estudios de los enlaces del cadmio con la
metalotioneina (MT) también resultan de gran interés debido a que los complejos CAMT
tienen diferentes perfiles téxicos y son encontrados en relativamente grandes

cantidades en érganos tales como higado y rifiones @,

La intoxicacién por cadmio puede darse tanto por inhalacién como por ingestion 2,

siendo la principal ruta de exposicion al cadmio para la poblacion en general no-
fumadora por ingestién, mientras que la contribucién por parte de otras vias al total es
pequefia. La poblacion fumadora resulta estar mas expuesta a la contaminacién por
cadmio, debido a que el tabaco es una fuente primordial de este elemento ya que tiende
a acumularlo a través de los suelos. Investigaciones en animales y humanos han
mostrado que la absorcion en los pulmones es mucho mayor que por Vvia

| 43

gastrointestina . Se ha determinado que mas del 50% del cadmio inhalado es



absorbido, mientras la absorcion por via gastrointestinal esta influenciada por el tipo de

dieta y estatutos nutricionales 2,

II'yasova, D. y Schwartz G (2004) ™, realizaron una recopilacién de informacién acerca
del vinculo existente entre el cadmio y el cancer renal, para lo cual emplearon 7
estudios epidemiolégicos y 11 estudios clinicos. Llegaron a la conclusién de que la
exposicibn al cadmio parece estar asociada con el cancer renal, aunque esta
conclusién esta sujeta a la falta de estudios para establecer algo concreto que incluya la
exposicion al elemento a través de muchas fuentes, entre ellas actividades como fumar
y la dieta diaria. Estudios realizados tanto en animales como humanos, indicaron que
el dafio al esqueleto (osteoporosis) puede ser un efecto critico debido a la exposicion al

cadmio, pero la significancia del efecto atin no esta clara 2.

La Occupational Safety Health Administration (OSHA) ) expresa que los efectos
primordiales y de mayor gravedad en la salud debido a la exposicion al cadmio por
largos periodos son la disfuncion de los rifiones, cancer de pulmoén y cancer de
prostata . Otros efectos debido a la exposicién al cadmio son la interrupcion del
metabolismo del calcio y la formacién de piedras en los rifiones “®. Por ejemplo, los
cambios en los pulmones estan caracterizados por una enfermedad crénica que
obstruye las vias respiratorias debido a la alta exposicién en el ambiente ocupacional,
mientras que cambios menores con continua exposicion traen consigo insuficiencia
respiratoria. Un incremento en la data de mortalidad a raiz de la enfermedad por
obstruccion de los pulmones ha sido encontrado en trabajadores con alta exposicion en
el pasado ™. Cabe destacar que la Agencia Internacional para la busqueda del Cancer

(IARC) clasifica el cadmio como carcinogénico, en la clase 1 **9),



1.3 Técnicas espectrométricas para la determinacion de cadmio

Las siguientes técnicas, son las principales y generales para la determinacion de iones
metélicos y también aplicadas en el caso especifico de cadmio. Estas son:
espectrometria de absorcion atémica con llama (FAAS), espectrometria de absorcion
atomica con horno de grafito (GFAAS), espectrometria de emision éptica con plasma
inductivamente acoplado (ICP-OES), espectrometria de masas con plasma
inductivamente acoplado (ICP-MS), espectrometria de absorcion atomica con;
generacion de hidruros (HG-AAS), generacibn quimica de vapor (CVG-AAS),
generacion de vapor (VG-AAS) y espectrometria de fluorescencia atémica con
generacion de hidruros (HG-AFS). ElI cadmio también puede ser determinado como
vapor frio medido por espectroscopia de absorcion atbmica (CV AAS). En la Tabla 1, se
muestran algunas de las técnicas empleadas para la determinacién de cadmio en

muestras de diferente naturaleza y los respectivos limites de deteccion alcanzados.

Tabla 1: Limites de deteccién para cadmio mediante diferentes técnicas

espectroscoépicas.

TECNICA LIMITE DE DETECCION (ug L™

FAAS (1) 1
ETAAS 6 GFAAS 7 0,0001
ICP-OES '® 0,3
ICP- MS 19 0,15
CVG-AAS 9 0,026
VG-AFS ?V 0,020




En el presente estudio, haremos énfasis en la técnica de generacion de vapor frio de
cadmio como método de introduccion de muestra y su determinacion mediante

espectrometria de absorcion atémica 7?22 (CV-AAS).

1.3.1 Sistemas de generacion metalicay quimica de vapor o especies volatiles.

Segln la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) (1992) 9 |a
generacion quimica de vapor (CVG), es una técnica en la cual el analito es separado de
la matriz, por la generacion de especies gaseosas como resultado de una reaccion
quimica. Esta técnica ha adquirido su mas amplia aplicacion en AAS (también es usada
en combinacion con ICP-OES y AFS), en la forma de Cold Vapor o Vapor Frio (CV-
AAS) para la determinaciéon de mercurio y también como generacién de hidruros (HG-
AAS) para los elementos que forman hidruros covalentes en estado gaseoso (As, Bi,
Ge, In, Pb, Sb, Se, Sn and Te). La generacion de carbonilos, generacién de halégenos
y la generacion de otras especies volatiles también han sido usadas en analisis
espectroquimico. Las especies gaseosas generadas son introducidas usualmente con
una corriente de gas, mediante un sistema de muestreo para las mediciones por AAS o
ICP. Sin embargo, la mayoria de los autores, llaman a esta técnica “generaciéon de
especies volatiles” o “generacion de vapor® (VG), definiéndola como una forma
especializada de introduccién de muestra en espectroscopia de absorcion atbmica para

ciertos analitos, a partir de una solucién acuosa @%.

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada debido a que la generacion de analitos en
estado gaseoso y su introduccion en sistemas de deteccién puede ofrecer ventajas

significativas sobre métodos convencionales de nebulizacion neumatica, permitiendo



determinar concentraciones de elementos por debajo de los 100 pg g en una amplia

variedad de matrices. Entre las ventajas que ofrece se pueden mencionar @429

*0

% Separacion del analito de los componentes indeseables presentes en la matriz, lo

cual conlleva a mejorar la selectividad y sensibilidad.

+ Puede emplearse como un sistema de introduccion de muestra mucho mas eficiente

gue los sistemas de nebulizacion convencionales.
%+ Atomizacion eficiente, en el caso de la formacion de una especie molecular.

« Empleo de instrumentacion bastante sencilla y poco costosa (cuando se trabaja en

los sistemas por carga y la determinacion del elemento es realizada mediante AAS).

La generacion de hidruros fue introducida alrededor de 1970 para superar los
problemas asociados en la determinacién de As y Se mediante AAS con llama ©.
Ademas de estos dos elementos, existe un numero considerable de metales dificiles de
determinar empleando dicha técnica, debido a que sus lineas de resonancia de primer
orden se encuentran a longitudes de onda préximas a 200 nm, zona en la que la
absorcion de los gases de la llama es bastante elevada. Algunos de estos elementos
poseen la capacidad de formar hidruros volatiles como es el caso del As (AsH4 o
arsina) o un vapor atémico a temperatura ambiente como es el caso del Hg y el Cd, de
modo que la generacion del hidruro permite un transporte mas eficiente del analito en
forma de gas. Los hidruros se atomizan luego en celdas de cuarzo situadas en el
camino Optico, y por consiguiente esta alternativa constituye la base de una
determinacion de tales elementos por AAS mucho mas sensible que el método

convencional, usando el nebulizador neumatico @”.
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En la actualidad, la generacion de hidruros es la técnica de generacion de especies
volétiles mas ampliamente utilizada para la determinacion de niveles traza de algunos
elementos toxicos. Dicha técnica emplea un reductor, como el borohidruro de sodio,
para formar hidruros covalentes de los elementos mencionados anteriormente. La
quimica de la generacién de hidruros es muy conocida y ha sido bien documentada @
2730) el uso del control de agentes redox, pH y agentes enmascarantes para dar un

rendimiento éptimo la convierte una técnica bastante poderosa y aceptada @b.

Por afos la aplicacion de la generacion de hidruros habia estado limitada al grupo
clasico de elementos tales como Hg, As, Sb, Bi, Se, Te, Ge, Sn, Pb. Sin embargo, en
recientes afios la técnica ha sido expandida, prestando méas atencion al desarrollo de la
generacion de especies volétiles de cinc y cadmio debido al importante rol que estos
elementos representan en el ambiente y la salud humana ©®. En el proceso de
generacion de hidruros podrian distinguirse dos etapas, las cuales son: primero, la
generacion del hidruro, en el que se incluyen también su eliminacion de la matriz y

transporte al atomizador y segundo, la atomizacién del hidruro ©7.

Existen dos formas béasicas de generar un hidruro las cuales son: transferencia directa y
recogida ?”. En la transferencia directa, el hidruro liberado se transporta directamente
al sistema atomizador, mientras que en el de recogida el hidruro se colecta para ser
posteriormente liberado y transportado al atomizador. De los dos tipos, el de
transferencia directa ha sido el mas ampliamente utilizado y es en el cual haremos
enfasis en el presente trabajo. Este ultimo, se puede llevar a cabo mediante tres
procedimientos clasicos, los cuales son: inyeccion por carga, inyeccion en flujo e

inyeccion en flujo continuo @.
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% Inyeccion por carga: consiste en agregar un volumen conocido del analito en una
celda de reaccion y luego adicionar el agente reductor en medio &cido, al formarse el
hidruro éste es transportado a la fuente de plasma por el gas de arrastre. Aplicando
este procedimiento, Murillo, L., (2006) ©V, realizé un trabajo basado en el desarrollo de
nuevas celdas de reaccion para la generacion de compuestos volétiles de metales
toxicos y su determinacion por espectrometria de absorcion atémica. Para ello,
disefiaron dos celdas en vidrio, una sin separador gas- liquido y la otra con separador
gas-liquido, las cuales se utilizaron para determinar mercurio en muestras de orina. Con
ambas celdas lograron obtener sefiales de mercurio en un intervalo de concentraciones
de 10 a 80 ng mL™ utilizando borohidruro de sodio como agente reductor, obteniendo

asf un limite de deteccién de 4 ng mL™.

% Inyeccion en flujo: este procedimiento, a diferencia del anterior, utiliza una espiral
de inyeccion que suministra un volumen de muestra definido que es arrastrado por una
corriente 4cida hasta la celda de reaccion. Aplicando este procedimiento, Hwang, T
(1997) ©2 realizé la determinacién de cadmio por inyeccién en flujo- dilucién isotépica-
espectrometria de masa con plasma inductivamente acoplado con generacién de vapor
como sistema de introduccion de muestra (FI-ID-ICP-MS-VG). Como resultado
obtuvieron un limite de deteccién de 0,026 ng mL™ para el cadmio, aplicando dicho
método a la determinacidén de este metal en sedimentos, orina y materiales certificados
de agua. Llegaron a la conclusién de que el sistema de generacién de vapor e inyeccion
continua empleados como sistema de introduccibn de muestra para ICP-MS, fue
bastante eficiente ya que se logro la separacion del cadmio de la matriz y ademas de
ello lograron reducir significativamente las interferencias con especies i6nicas

moleculares de molibdeno (MoQO") y zirconio (ZrO").

s Inyeccion en flujo continuo: en este sistema, la muestra y el agente reductor son
impulsados mediante una bomba peristéltica a una celda de reaccion; el hidruro y el

hidrogeno formados en la reaccion son separados del liqguido remanente, mediante un
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separador gas-liquido, para luego ser transportados por el gas de arrastre hacia la zona
de deteccion.

1.31.1 Generacion de Vapor frio (CV-AAS)

Esta técnica se fundamenta en la generacion del analito en estado atomico en estado
gaseoso a temperatura ambiente, utilizando un agente reductor, tal como se realiza en
la generacion de especies volatiles, ya discutida. La generacién de vapor atomico a
temperatura ambiente, se ha referido fundamentalmente a la determinacion de Hg
debido a su alta presiéon de vapor. En las secciones siguientes se discutira esta opcion,
con la finalidad de ilustrar los aspectos resaltantes de la misma y esperando que tales
aspectos puedan ser aplicados también en la generacion del vapor frio de cadmio, lo

cual es el objetivo de este trabajo.

Vapor frio de mercurio

El método de vapor frio del mercurio, permite la determinacién de dicho elemento sin
necesidad de emplear la llama u otro sistema de atomizacion (de ahi el nombre de
técnica del vapor frio, ver Figura 1), con una sensibilidad superior a la de los métodos

convencionales. Esta metodologia puede realizarse de distintas maneras "

)] Reduccion en sistema abierto: la disolucion se trata con un agente reductor
apropiado y el vapor atomico de mercurio formado se transporta a la celda de

atomizacion al igual que en la generacion de hidruros.
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i)  Por pirdlisis 0 combustién de la muestra con desprendimiento de Hg”

i)  Amalgama electrolitica: donde el mercurio se deposita sobre un catodo de Cu
durante un proceso de electrolisis, y se libera a continuacion por calentamiento
adecuado del catodo.

iv)  Amalgama directa: se recoge el mercurio por cementacion sobre una varilla de Ag
0 de Au y se libera por calentamiento. Este método se puede emplear como

técnica de preconcentracion junto a los métodos ii y iii.

El presente trabajo se refiere al método mencionado en primer lugar, el cual fue

aplicado al caso especifico del cadmio.

Bomba Zonade deteccion
peristaltica tipoT
l Fuente de y
radiacion

KBH4 >

Argon \
Mu estra . \ I
\/\/\/ ) / Mechero

Separador
Gas-Liquido

Desecho <

Figura 1. Diagrama de inyeccion en flujo continlo empleado para la generacion de
vapor frio de mercurio, en el cual se muestra que el mechero es utilizado Unicamente
como soporte para la T de vidrio o cuarzo, es decir, que durante el desarrollo de la
metodologia la llama se mantiene apagada.
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Mecanismo para la generacion del vapor frio de mercurio

Como se menciond anteriormente, la técnica CV-AAS ha sido ampliamente utilizada en
el caso del mercurio, en ésta el agente reductor (borohidruro de sodio (NaBH,) libera
hidrogeno cuando entra en contacto con una solucidon &cida. Los mecanismos de
reaccion involucrados en la reduccion de los iones metélicos son complicados y con
frecuencia tienen lugar mediante la formacién de intermediarios radicales. La siguiente

ecuacion representa el proceso de reduccion de una manera simplificada ©%:

Hg* +2BH4 +2H* > Hgt +2H,t + BoHg 1)

De acuerdo al tipo de matriz, la muestra requiere un tratamiento previo de manera tal
que el mercurio se encuentre presente en su forma iénica en solucién &cida. El reductor
se pone en contacto con la solucién de la muestra de tal manera que el mercurio sea
reducido a su estado metalico. Debido a que el mercurio tiene una apreciable
volatibilidad a temperatura ambiente, el vapor metélico de dicho metal es expulsado de
la solucion de la muestra y transportado por el hidrégeno hasta la zona de deteccion
generalmente una T de cuarzo, donde la absorcion del elemento es detectada ©?).

Mecanismo para la formacion del vapor frio de cadmio

El mecanismo para la formacion del hidruro de cadmio o el vapor de dicho elemento,

alin no se conoce con exactitud. En 1995 Sanz-Medel y colaboradores ©®, propusieron



15

que los principales productos de la reduccion parecian ser atomos libres y no el hidruro
de cadmio (CdHj), y que la subsiguiente interaccion con el hidrogeno naciente
produciria el hidruro molecular, dicho mecanismo lo describieron mediante las

siguientes reacciones:

BHs + 3H,0 + H" > HzBO; + 8H 2)
8 H* + Cd 2+(aq) > CdHZ (volétil)"' 2H2 (exceso) + 2H+ (3)

Donde: H' = hidrégeno naciente

Sin embargo, investigaciones recientes muestran que la generacion del hidrogeno
naciente por la descomposicion &acida del borohidruro de sodio no es factible ®¥. Por
consiguiente, hoy en dia, el mecanismo de la formacion de especies volatiles de cadmio
tal como se describe arriba, no es aceptado, sin embargo se propone el siguiente

mecanismo general para metales de transicion ©* tal como el cadmio:

LaM + LsBH = LosMH 2 LoaMHz > ... LMH pg > MH, > M® S M, ()

Donde: L3BH especies de hidroboro o sus productos de hidrélisis (L puede ser H).

L.M = complejos del analito en solucién acuosa.
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1.4 Antecedentes de la generacion de especies volatiles y vapor frio de cadmio

Cacho y colaboradores (1989) ), fueron los primeros en reportar la determinacion de
Cd mediante VG-AAS. La generacion de especies volatiles de cadmio fue llevada a
cabo a través de la adicion de borohidruro de sodio en un medio organico de N,N
dimetilformamida (DMF) a una solucién &cida de dietilditiocarbamato de cadmio (DDTC-
CD) en DMF y su posterior determinacion en un atomizador de tubo de cuarzo,

calentado externamente con una llama.

Sanz-Medel y colaboradores (1995) ®| realizaron un trabajo en el cual mostraron que
los atomos de cadmio podian ser formados a temperatura ambiente mediante el uso de
vesiculas, de aqui el desarrollo de un método muy sensible basado en la generacion de
vapor frio de cadmio y su deteccibn mediante espectrometria de absorcion atémica
(CV-AAS) para la determinacién de éste elemento. En la metodologia desarrollada,
llevaron a cabo la reduccién del cadmio en soluciébn de borohidruro de sodio en
presencia de bromuro de didodecilmetilamonio (DDAB) utilizando un sistema de carga.
Los resultados experimentales mostraron que la reduccién del cadmio produce alguna
especie de cadmio (probablemente el hidruro), a través de la cual el metal es
transportado hasta la celda para su posterior deteccion. Concluyen que el uso de las
vesiculas para la generacién de especies volatiles de cadmio, facilita el transporte del
metal a la zona de deteccién, alcanzando un limite de deteccién de 0,08 ug L. La
metodologia desarrollada pudo ser aplicada a muestras reales de liquenes e infusiones

de té.
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Por otro lado, los efectos negativos de numerosos iones metalicos interferentes (tales
como Ag, Cu, Fe, Zn, Pb, Bi) en la generacion de especies volatiles de cadmio ha sido
estudiada exhaustivamente y se encuentra bien documentada ©?%. Para mejorar los
limites de deteccion de dicha técnica, se han propuestos muchos enfoques, que
incluyen el uso de vesiculas, agentes acomplejantes y algunos metales de transicion,

asi como también preconcentracion en trampas de atomizacion de vapor de Cd.

Guo and Guo (1995) ©, encontraron que el empleo de 1,0 % m/v de tioureay 1,0 mg L™
de cobalto (Co*?) mejora en gran medida la eficiencia de la generacién del vapor de
cadmio. Basados en ello, investigaron el efecto de los metales del grupo VIl en la
generacion del vapor de cadmio. Sus resultados mostraron que los iones de cobalto y
niquel en la presencia de una cantidad apropiada de 1,-10 fenantrolina, mejoraba la
generacion del vapor. En su trabajo, lograron llegar a un limite de deteccion de
20 ng L™ para el cual verificaron la exactitud aplicando la metodologia a la

determinacién de cadmio en varios estandares y materiales de referencia certificados.

Vargas-Razo and Tyson (2000) ®® mostraron que 10,0 ug L de Niy 1,0 % m/v de
tiourea reducen las interferencias de un gran niumero de iones metalicos. Por ejemplo la
interferencia con respecto al plomo fue reducida de manera importante utilizando una
técnica de coprecipitacion con sulfato de bario (BaSO,4). Otro ejemplo de agentes
acomplejantes lo constituye el cianuro de potasio (KCN) el cual ha mostrado ser
bastante efectivo en la reduccion de las interferencias de cobre durante la generacion
de especies volatiles de cadmio. Para la validacién del trabajo desarrollado, emplearon
dos muestras de referencia certificadas (suelo y hojas de manzana). Concluyeron que el

meétodo propuesto puede ser facilmente aplicado a la determinacion de cadmio en
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suelos y muestras agricolas, con excelentes resultados en términos de exactitud y

precision. El limite de deteccion reportado fue de 16 ng L™,

El posible papel de los agentes acomplejantes en esta reaccion es prevenir la formacion
de aglomeraciones del analito y la precipitacion eventual de éste. Mientras que la
adiciobn de metales de transicion a la solucion de reaccion ha sido justificada como
productora de un efecto catalitico durante el proceso de hidrogenacion para acelerar la

generacion del vapor 2,

Continuando en el estudio de las interferencias en los sistemas de generacion de
especies volatiles de cadmio, McLaughlin R., and Brindle 1., (2002) ", en respuesta a
muchos de los problemas asociados con la técnica de generaciébn de vapor,
describieron el sistema de introduccién de muestra multimodal (MSIS™) disefiado para
ICP-MS que permite una reaccion homogénea entre el borohidruro de sodio con la
muestra acidificada sobre la superficie de un fondo cénico de vidrio, donde rapidamente
se remueven las especies volatiles de la solucion. Este novedoso disefio, combina las
capacidades tanto de la nebulizacién neumética como de la generacion de vapor, de
manera tal que provee bajos limites de deteccion para un gran nimero de elementos

gue forman especies volatiles.

Ritschdorff E., y colaboradores (2005) %, describieron un sistema multimodal
modificado de introduccion de muestra para la rapida y simple determinacion de cadmio
mediante la generacién de vapor y su deteccion por espectrometria de absorcidon
atomica. Mientras mantenga un volumen bajo, dicho sistema permitio el uso de

concentraciones relativamente elevadas de los reactivos requeridos para la produccion
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eficiente de la especie volatii de cadmio sin burbujeo significativo, espuma y/o
problemas comunes de transporte de liquido asociados a los separadores gas- liquido
convencionales. Obtuvieron que la adicion de cobalto, niquel y tiourea disminuyen las
interferencias obteniendo un limite de deteccién de 0,026 ng L™, una precisién de 2,5 %
para un estandar de 0,5 pg L™ y un intervalo dinamico lineal aproximadamente hasta los
10,0 pg L' Ademas obtuvieron muy buena concordancia entre los valores
experimentales y los valores certificados de materiales referenciales de agua natural y

tejido de mejillén.

Manzoori J., y colaboradores (2007) ©®, realizaron la determinacién de cadmio

mediante CV-AAS después de realizar la preconcentracion del mismo utilizando una
metodologia de extraccion simplificada denominada “cloud point extraction” (CPE).
Dicha metodologia se bas6 en el CPE del cadmio a pH 8 usando un surfactante no
i6bnico sin la adiciébn de agente quelante. La generacién del vapor fue realizada
utilizando borohidruro de sodio al 3 % y acido clorhidrico 0,2 mol/L como solucion de
arrastre. La grafica de calibracion usando este sistema de preconcentracion fue lineal
en un intervalo de 4-100 ng L™ El limite de deteccién obtenido en las condiciones
6ptimas fue de 0,56 ng L. La aplicacion de este método fue realizada en muestras de

agua.

1.5 Instrumentacion empleada en la generacion de especies volatiles

En cuanto a la instrumentacion utilizada para la generacion de especies volatiles de
cadmio y otros metales, podemos encontrar desde equipos comerciales, hasta celdas

de reaccion fabricadas en vidrio y/o cuarzo, disefiadas en diferentes laboratorios de
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investigacién. Segin la IUPAC (1992) ®¥, el montaje para la generacién de vapor,
incluyendo el manejo para controlar el flujo de gas de arrastre y el medio para la adicion
de reactantes usados para la produccion de especies volatiles es conocido como
generador de hidruros, generador de vapor de mercurio, u otros generadores. La
mayoria de estos equipos comerciales estan conformados fundamentalmente por
bombas peristélticas, separadores gas- liquido y celdas de atomizacion tipo T (zona de
deteccion). Entre otros, vale destacar que la zona de deteccion es conocida entre
muchos autores como celda de atomizacion, sin embargo, en el presente trabajo se
prefiere denominar la misma como zona de deteccién, ya que la celda de reaccion es
el conjunto general para formar la especie volatil, es decir, el reservorio, el separador
gas- liquido y la zona de deteccion tipo T. Esta Ultima es colocada sobre el mechero
para su posterior calentamiento en el caso de especies volatiles, mientras que para los

casos de mercurio y cadmio, no se requiere de este Ultimo paso.

En cuanto a las celdas de reaccion disefiadas para la generacion de especies volatiles,

ya sea de cadmio u otro metal, se pueden mencionar los siguientes trabajos:

Sanz-Medel y colaboradores (1995) ®, emplearon una celda de reaccién disefiada y
construida en su laboratorio, para la generacién de vapor frio de cadmio. Esta celda de
reaccion consiste en un baldn de destilacién de tres bocas y/o entradas, provisto de un
termostato. Una de las entradas fue empleada para conectar la celda a la zona de
deteccidén. Mediante la segunda entrada, se permitié el paso del flujo de argon, el cual
se empleb como gas arrastre, y la Gltima entrada fue cerrada mediante un septum, para
permitir la adicion del agente reductor con una jeringa. Este disefio de celda de reaccion

se puede apreciar en detalle en la Figura 2.
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\‘ — Especie volatil de cadmio

< » |

I
| i
Termometro 7 em 1
T AAS
1 C O
Zona de deteccion
T de cuarzo

Cd+HCI+DDAB

Bafiode agua

Figura 2: Celda de Reaccion empleada por Sanz Medel y colaboradores para generar la
especie volatil de cadmio ®.

Maleki N., y colaboradores (1999) ©®, realizaron la determinacién de plomo mediante
generacion de hidruros mediante espectrometria de absorcion atomica, utilizando un
medio sdélido para la generacién del hidruro. El hidruro fue generado en un tubo
calentado externamente con un bloque de aluminio, envuelto con un alambre de niquel
cromo Yy transferido a la celda de cuarzo a través de una T en teflon y conexiones de
vidrio, empleando como separador gas liquido lana de vidrio. Este disefio de celda de
reaccion se puede apreciar en la Figura 3. Entre sus resultados, se menciona la
obtencién de una ganancia en la reproducibilidad al adicionar cantidades elevadas de
borohidruro de sodio. En su trabajo alcanzaron un limite de deteccién de 4,5 ug L™.
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T de cuarzo T de teflén

Puerto deinyeccion

Ventana de
cuarzo

Lampara de
catodo hueco

<— EntradadeN,

Mechero

| | «———Celda de generacion
dela especie

Bloque de
aluminio calentado

Lana de vidrio

Figura 3: Disefio de celda de reaccion empleado por Maleki y colaboradores para llevar
a cabo la generacion de la especie volatil de plomo ©®.

Murillo L., (2006) ©V, disefiaron 2 celdas de reaccién en material de vidrio para la
generacion de vapor frio de mercurio, (ver pagina 11, inyeccion por carga). Uno de
estos modelos tiene incorporado en su geometria un separador gas-liquido, tal como se

muestra en la Figura 4.

Patrones, Muestra, Reactivos

Argon

Separador
Gas/Liquido \ Zona de
detecciontipo T
de cuarzo
Desechos

Reservorio

Figura 4: Celda de reaccién empleada por Murillo L, para la generacion de CV- Hg ©Y.
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La técnica CV-AAS para el caso especifico de cadmio esta ain en desarrollo. Esta
requiere de diversas mejoras en la instrumentacion y utilizaciébn de reactivos, que
permitan alcanzar limites de deteccion cada vez mas bajos y que a su vez se pueda
aplicar para la determinacion de éste elemento en muestras biolégicas, debido a la

toxicidad que representa para la salud humana.

En el presente trabajo se pretende realizar las modificaciones pertinentes a la celda de
reaccion empleada por Murillo L. %, para adaptar la misma a un equipo marca GBC
modelo AVANTA con correccion de fondo mediante lampara de Deuterio y evaluar el
funcionamiento de la celda de reaccion en cuanto al volumen empleado, tanto de
reactivos como de muestra y las diferentes figuras de mérito , entre otros parametros
para validar la metodologia, para la generacion de vapor frio de cadmio en muestras de
orina y llevar a cabo su determinacion mediante espectrometria de absorcién atomica
(CV-AAS).
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OBJETIVOS

GENERAL

« Evaluar una celda de reaccion disefiada en el Laboratorio de Espectroscopia
Atomica de la USB, en cuanto a su funcionamiento para la generacion de vapor frio

de cadmio.

ESPECIFICOS

% Optimizar los parametros que intervienen en la generacion del vapor frio de cadmio,
tales como: las concentraciones del agente reductor, 4cido, cobalto, tiourea y el flujo
de argon.

% Determinar las figuras de mérito del método.

% Aplicar la metodologia desarrollada en muestras de orina, y validarla mediante la

determinacion de las figuras de mérito asociadas a la sensibilidad (LD), exactitud

(prueba t) y precisiéon (% RSD).
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PARTE EXPERIMENTAL

Instrumentacién

Las medidas de absorbancia fueron realizadas empleando un Espectrofotometro de
Absorcion Atémica con llama, marca GBC modelo AVANTA, a una longitud de onda
de 228,8 nm. EIl equipo consta de un sistema éptico de doble haz y correccion de
fondo mediante lampara de deuterio, se le acopldé una celda de reaccion para la

generacion del vapor frio de cadmio.

La celda de reaccion empleada esta constituida por un reservorio, un separador gas-
liquido y la zona de deteccion tipo T, todo en vidrio, fabricada en el taller de soplado
de vidrio de la USB (ver Figura 5), cuyo reservorio tiene una capacidad de,
aproximadamente, 2,5 mL y la zona de deteccion una longitud de 13,0 cm con un
diametro 1,5 cm. Un modelo similar a éste fue empleado previamente por Murillo L.

@D para la determinacién de mercurio mediante CV-AAS.

Entrada de reactivos y Separador
muestra § Gas-Liquido
| \\
~J J > tipo T de vidrio
Reservorio \f? t '
|
\ L —— Desagiles

Figura 5: Celda de reaccion y sus partes.
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% Horno de microondas doméstico modificado, modelo EM-M070, marca Sanyo
(Figura 6).

El horno de microondas empleado para la digestion de las muestras de orina, ha sido
ampliamente utilizado en el Laboratorio de Espectroscopia Atdmica de la USB con fines
analiticos ®°*9. Este horno de microondas fue disefiado para el uso doméstico, sin
embargo, con las modificaciones pertinentes, se demostré que ofrece resultados
satisfactorios para la disolucion de las muestras de origen bioldgico, tales como orina y

sangre 9,

Figura 6: Horno de microondas modificado.

% Balanza analitica, modelo METTLER AJ180 de precisién + 0,0001 g.

% Celda de reaccion para la generacién del vapor frio de Cd.



27

2 Reactivos

Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico.
% Solucién estandar de Cd 1000 mg L™, preparada a partir de una ampolla Titrisol ®.

% Agente Reductor: Borohidruro de sodio p.a. Riedel de Haén; hidroxido de sodio EKA
Nobel purisimo 98 % p/p.

% Solucion estandar de cobalto de 1000 mg L™ Arro Laboratories Inc.
¢+ Acido Clorhidrico p.a. (HCI 37 % p/v) Riedel de Haén.

+ Tiourea p.a. (99 % p/p) Riedel de Haén.

¢+ Acido Nitrico p.a. (HNO3 65 % p/v) Riedel de Haén.

% Perodxido de hidrogeno (H20, 30 % v/v) MERCK.

% Agua des-ionizada 18 MQ.

3  Procedimiento Experimental

< Lavado del material

Todo el material volumétrico empleado fue lavado con jabon liquido diluido y enjuagado
varias veces con agua destilada. Este material fue dejado aproximadamente 12 horas

en acido nitrico al 10 % y luego enjuagado con agua des-ionizada.



28

% Optimizacién de los parametros experimentales

La optimizacion de los pardmetros se realiz6 de manera univariada y multivariada. Los
reactivos HCI, Co y tiourea se introdujeron al sistema mezclados previamente, a las
concentraciones particulares de cada experiencia. La mezcla de estas soluciones
facilita su introduccion en el sistema. Esta solucion se denominara como mezcla de

soluciones.

Modo Univariado

Se optimizaron los parametros siguientes y en el orden descrito.
1. Concentracion del HCI.

2. Concentracion de la tiourea.

3. Concentracién de Co.

4. Concentracion del NaBHa.

En la Tabla 2 se muestran los intervalos de concentracidon considerados en la

optimizacién univariada.
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Tabla 2: Pardmetros optimizados en la generacion del vapor frio de cadmio.

REACTIVO INTERVALO DE CONCENTRACIONES

HCI 0-0,3 mol/L
NaBH4 1,0 - 6,0 % m/v
Co 1,0-10,0 mg L™
Tiourea 0-5,0% m/iv

Modo Multivariado

Se aplico un disefio Box Behken de cuatro factores y dos niveles para optimizar los
parametros de concentracién del HCI, Co, tiourea y NaBH,4. En la Tabla 3, se muestran
los factores y niveles considerados en el disefio. La data fue evaluada en el programa
Statgraphic Plus 5.1 para Windows. La variable de respuesta fue la variable

absorbancia (Abs) bajo el modo de medicion Running mean.

Tabla 3: Niveles y factores del disefio Box-Behken para analizar los efectos de los

parametros acido clorhidrico, cobalto, tiourea y borohidruro de sodio en la sefial

del vapor frio de cadmio.

Variables Nivel Bajo Punto Central Nivel Alto
(-1) (0) (+1)
A HCI mol/L 1,50 2,75 4,00
B ComgL™ 1,00 2,25 3,50
@ Tiourea % m/v 2,00 4,00 6,00
D NaBH; % m/v 4,00 5,50 7,00
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++ Tratamiento de las muestras

Las muestras de orina fueron digeridas en medio acido asistido con horno de
microondas. Para ello se tomaron 5,0 mL de orina en los tubos de vidrio esmerilados
marca Pyrex, y 1,0 mL de &cido clorhidrico concentrado. Las muestras fueron
calentadas en el horno de microondas a una potencia del 65 % durante 5 min. El
procedimiento planteado en un principio, descrito por Alizo D. y colaboradores ¢, el
cual consistia en adicionar a 1,0 mL de la muestra, 3,0 mL de HNO3 concentrado y 1,0
mL de H,0,, no fue llevado a cabo ya que se encontré reportado en la literatura “?,
gue el acido nitrico suprime la sefal del cadmio debido a su caracter oxidante al igual

que el peréxido de hidrégeno.

« Evaluacion de la celda de reaccion.

Una vez determinadas las condiciones Optimas para la generacion del vapor frio de

cadmio, se procedi6 a evaluar la celda de reaccion en base a las figuras de mérito:

1. Sensibilidad

2. Limite de deteccion.
3. Exactitud.

4. Reproducibilidad.

5. Porcentaje de recuperacion.
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% Lugar de trabajo

Tanto los equipos empleados como los reactivos estuvieron a disposicion en el
Laboratorio de Espectroscopia Atomica del Departamento de Quimica de la
Universidad Simén Bolivar, exceptuando el agente antiespumante empleado para las
muestras de orina y la muestra control Lyphochek marca Bio-rad Nivel 1, los cuales
fueron suministrados por la Universidad Central de Venezuela, Facultad de Ciencias,

Escuela de Quimica.
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RESULTADOS EXPERIMENTALES

Antes de entrar en detalle en lo que respecta a la optimizacion de las variables
quimicas que intervienen en la generacion del vapor frio de cadmio y la validacion de la
metodologia propuesta, se discutira lo correspondiente a los parametros fisicos del
disefio de la celda de reaccién, el manejo del software del equipo, y la optimizacion del

ensamblaje para la introduccion de la muestra y los reactivos.

Estudios preliminares realizados con la celda demostraron que debido a la capacidad
de la misma, los volimenes de reactivos no debian sobrepasar un volumen total de
500 uL. por ello se limitaron los volumenes de “mezcla de soluciones” a 100 uL, agente

reductor 100 pL y muestra o solucién patrén a 300 pL.

En un principio, se habia propuesto utilizar una celda de reaccibn como la que se
muestra en la Figura 7.a. Como se puede apreciar esta celda tiene un disefio compacto
0 en una sola pieza, que permite trabajar con el espectrofotometro de absorcion
atémica sin remover piezas del mismo, tales como el nebulizador. Sin embargo, cuando
se comenzO a usar, la sefial analitica no fue detectada, empleando las condiciones
sefaladas en la Tabla 4. Se presumié que el disefio de la celda no era el apropiado, ya
que el camino por el cual el analito es transportado desde el separador gas-liquido
hasta la zona de deteccion era muy largo y la geometria dispuesta era vertical en vez
de horizontal, como ya se ha reportado **, por lo que se procedié a modificar el disefio

de la celda.
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La modificacion realizada consisti6 en acortar el camino de transporte, de
aproximadamente 16 cm en posicién vertical, por otro de sblo 6 cm en posicién
horizontal, colocado desde la salida del separador gas —liquido, tal como se puede

apreciar en la Figura 7.b.

Tabla 4. Condiciones iniciales de trabajo tanto quimicas, como fisicas para la

generacion del vapor frio de cadmio.

Parametro
N Longitud de onda 228,8 nm
(Z@ Modo de medicion Integracioén (3 réplicas)
sl Tiempo de lectura 3 seg
A HCl 0,1 mol L™
=l Tiourea 1,0 % m/v
=l Co 2mg L™
Sl NaBH, 4 % miv

& | .

A \ O
[
\\

l
~
\

b)

Figura 7: Modelos de celdas de reaccion: a) modelo propuesto originalmente, b) modelo
redisefiado para acortar el camino de transporte de la especie volatil.
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Una vez modificada la celda de reaccién se comenz6 a trabajar bajo las condiciones
citadas en la Tabla 3. Nuevamente, la sefial no fue detectable e inclusive negativa en
algunos casos. Por ello se tomd la decision de variar las concentraciones de los
reactivos, comenzando con la del acido, ya que segun la literatura revisada, la acidez
del medio es determinante en la generacion de la especie volatii de cadmio.
Optimizando esta variable de manera univariada, se encontr6 un incremento en la
respuesta de la sefal del analito, pero sin embargo, la misma disminuia con el tiempo,
tal como se puede apreciar en la Figura 8. Hay que destacar, que estas condiciones no
fueron empleadas para el primer modelo de celda, ya que en primer lugar se presumio
gue no se obtenia sefal debido a que dicho disefio no era el apropiado por las razones

ya mencionadas.

1.82 | HCL1M

Absorbancia

0'1(?00 298
Tiempo (s)

Figura 8: Sefales obtenidas para la especie volatil de cadmio generada a partir de las
condiciones citadas en la Tabla 3. Concentracién del 4cido 1,0 mol L™.

Posteriormente, se optimiz6 de manera univariada las siguientes condiciones:
concentracion del agente reductor, flujo de argén y los diversos tiempos de lectura en el
modo integracion. Variando este Ultimo parametro se presumié que la especie tenia un
tiempo de vida corto, ya que cuando el tiempo de lectura era de 0,5 segundos se

mejoraba la reproducibilidad.
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Se detectd que parte de la irreproducibilidad de las sefiales era debida a falta de
estabilidad del acoplamiento de la celda al espectrometro. Para subsanar este problema
se empled una base metalica que permiti6 mantener fija la celda en relacion al camino

optico. El arreglo se muestra en la Figura 9.

Figura 9: Celda de reaccion sujetada a una pieza metalica para proporcionarle
estabilidad.

Dado que el software del equipo consta del panel de lecturas continuas, se procedio a
emplear el mismo para monitorear las sefales del analito y se logr6 observar la
formacién de picos, los cuales desaparecian rdpidamente. Lograndose obtener graficas
de los picos correspondientes a la sefial de absorbancia de la especie volatil mediante
el emple6 del computador, usando el modo “print screen”. Dichas figuras se muestran

en la Figura 10.
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| Panel de estado - Continuous Read ||||

Ejecutando Abs Ejecutando Abs
0.0009 0.0026
Ejecutando Abs Ejecutando Abs

[2.00 1 2.00

.00+ 1.00 4

A N\

0.10 ] T -0.10 7 T
2240 2500 2740 2750 3000 3250

a) b)

Figura 10: Sefales obtenidas para la especie volatii de cadmio a diferentes
concentraciones, empleando el panel de lecturas continuas: a) Solucion patron de
cadmio 2,0 pg g*; b) Solucién patrén de cadmio 8,0 pg g™

El software del equipo permite varios modos de medicion, estos son: Running mean,
integracion, area maxima y altura maxima. Mediante el modo de medicion Running
mean, se puede monitorear la aparicion y desaparicion de los picos y a su vez

cuantificar los mismos.

Se comenzé a trabajar empleando el modo de cuantificacion Running mean, teniendo
en cuenta que el tiempo de vida de la especie era de aproximadamente 3
segundos. Observandose también que la intensidad y la irreproducibilidad de la sefal
estaban afectadas por la inyeccion de los reactivos, siendo la inyeccion del agente

reductor la que ejercia el mayor efecto en la sefial analitica.

El orden de inyeccion fue el siguiente: inyeccion de la solucion patron de cadmio y la
Mezcla de soluciones de Co mas tiourea mas HCI por la parte superior del reservorio y

del agente reductor por una entrada lateral que posee la celda.
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Debido a la elevada velocidad de formacion de la especie volatil, fue necesario iniciar la
lectura antes de afadir el reductor para captar la sefial correspondiente, de otra forma
s6lo se obtenia la parte correspondiente al decaimiento de la sefial, como se puede

apreciar en la Figura 11.a. La Figura 11.b representa la sefial en su totalidad.

122 125

Absorbancia

Abs

0.01 RS \“\MW
0

2 ) 998
Tiempa (s) Tiempo ()

a) b)

Figura 11. Sefial obtenida para una solucién patrén de cadmio de 80 ug g™, empleando
el modo de medicién Running mean.

En base a estas observaciones se comenzé a trabajar bajo las condiciones de la

Tabla 5.

Tabla 5: Nuevas condiciones de trabajo para generar la especie volatil de cadmio.

Parametro
Longitud de onda 228,8 nm
2]
LA Modo de medicion Running mean
1_!,_) Tiempo de lectura 5 seg
HCI 0,1 mol L™
2B Tiourea 1,0 % miv
(&]
[l Cobalto 2mgL?
ol NaBH, 4 % miv
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Ensayos posteriores realizados en el laboratorio, indicaron la necesidad de una
modificacion de la celda bajo estudio en ese momento. Esta nueva modificacion
consistié en aumentar la capacidad del separador gas- liquido hasta aproximadamente
2,5 mL, para incrementar su eficiencia en cuanto al control de la espuma, factor que
resulta determinante cuando se trabaja con muestras de sangre u orina, en cuyos casos
se procede a emplear agentes antiespumantes y separadores gas-liquido mas
eficientes, ya que si alguna gota de la solucion llega hasta la zona de deteccion, la

lectura es errénea (ver Figura 12).

Figura 12: Celda de reaccion reconstruida con separador gas-liquido de mayor
capacidad (aproximadamente 2,5 mL).

Una vez reconstruida la celda de reaccién, aun persistia un problema por resolver
correspondiente a la inyeccién del agente reductor. Inyecciones bruscas del agente
reductor implicaban formacion violenta de burbujas conduciendo esto a
irreproducibilidad de la sefal, ya que estas burbujas al alcanzar la zona de deteccién
causan falsas medidas de absorcién. La opcion de deslizar la solucion del reductor por
las paredes del reservorio eliminé el problema de la inyeccion violenta pero produjo
seflales mucho menores. Para tratar que la reaccion fuera menos violenta, fueron
probados desde septum de inyeccion, hasta mangueras de teflon de aproximadamente

1 mm de diametro interno y de diferentes longitudes (ver Figura 13), para que la
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solucion del reductor entrara en contacto lentamente con el estdndar o muestra y la
Mezcla de soluciones de Co mas tiourea mas HCI en el seno de éstos y minimizar asi la

formacion de burbujas.

Figura 13: Celdas de reaccion con mangueras incorporadas para mejorar la inyeccién
del agente reductor.

13.a y 13.b: con mangueras corta y larga respectivamente, incorporadas por la parte
interna del reservorio; 13.c con la manguera colocada por el canal de entrada del argon.

Se determind que al colocar las mangueras por la parte interna del reservorio se daba
lugar a la condensacion de la especie volatil en la pared externa de éstas y ademas
obstruian la salida de la especie volatil hacia el separador gas liquido, por lo que esta
se introdujo por el canal de entrada de argén (figura 13.c). Introduciendo la manguera
de esta forma, se logré controlar la inyeccién del agente reductor para que no se
formaran burbujas y se evitd la condensacion del analito. Este arreglo permitié la

obtencion de las mejores sefiales analiticas en cuanto a sensibilidad y reproducibilidad.
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2 Optimizaciéon Univariada

Para llevar a cabo la optimizacion univariada de las concentraciones de los cuatro
factores involucrados en la generacion de la especie volatil de cadmio, &cido, cobalto,
tiourea y agente reductor, se procedié a evaluar el acido, en primer lugar, ya que la
acidez del medio juega un papel determinante en la generacion del vapor frio de

cadmio.

La Figura 14 muestra la variacion de la sefial de absorbancia del analito con la
concentracion del acido. La sefial maxima fue obtenida para concentraciones de HCI
entre 2,8 a 3,0 mol L™. Para eliminar dudas entre cual valor de concentracién de HCI
era el adecuado se aplic6 una prueba t para determinar si habia diferencias
significativas entre las concentraciones, la cual arroj6 que no habia diferencias
significativas entre los valores antes citados a un 95 % de confianza. Por ello se decidié
emplear el volumen equivalente a una concentracién de 2,8 mol L™. En las siguientes
experiencias, la acidez del medio fue mantenida fija a una concentracién 2,8 mol L™ de
acido. Vale destacar que sin la presencia de acido en el medio, no se da la formacion

de la especie volatil de cadmio.
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Figura 14: Optimizacion de la concentracion de HCI en la mezcla de soluciones.

Como se puede ver, en la Figura 15, la formacién del vapor frio de cadmio tiene lugar
aun en ausencia de tiourea, aunque la sefial sea menor. Sin embargo, cuando se
incrementa la concentracion de tiourea la sefial analitica aumenta, hasta alcanzar un
valor méximo y luego disminuye gradualmente con el aumento de la concentracion de
tiourea. Al igual que en el caso anterior se aplicé una prueba t para determinar posibles
diferencias significativas entre el empleo de 4 % m/v y 5 % m/v de tiourea, no
determinando diferencias significativas entre dichos valores, decidiéndose por el

empled a una concentracion de tiourea igual a 4% m/v.
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Figura 15: Optimizacion de la concentracion de tiourea en la mezcla de soluciones.

En cuanto al efecto de la concentracion del cobalto en la sefial analitica, en la Figura
16 se muestra que, aun sin el cobalto presente en la Mezcla de soluciones, hay lectura
de sefal. La sefial analitica se incrementa con el aumento de la concentracion del
cobalto en solucion, hasta alcanzar un valor maximo, comprendido entre 2,0 y
3,0 mg L?, y posteriormente la sefial analitica disminuye al seguir aumentando la
concentracion de este reactivo. Aplicando nuevamente un andlisis de varianzas, se
obtuvo que no hay una diferencia significativa en la sefial analitica entre el empleo de
concentracién entre 2,0 y 3,0 mg L™ para un 95 % de confianza, por lo que se decidi6
por 2,0 mg L™ para continuar las experiencias y asi evitar la precipitacion del sulfuro de
cobalto (precipitado de particulas finamente dividas de color negro) que ocurre a

concentraciones elevadas de tiourea.
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Figura 16: Optimizacion de la concentracion de cobalto en la Mezcla de soluciones.

Con respecto al efecto del agente reductor en la generacion del vapor frio de cadmio,
se puede observar en la Figura 17 que la concentracion minima del reductor requerida
para la generacion de la especie es de 3,0 % m/v. La formacion apreciable de la
especie requiere elevadas concentraciones del reactivo (mayores al 4 % m/v). La sefal
analitica se mantuvo constante en el intervalo de concentraciones de 6 a 8 % m/v, sin
embargo es recomendable no emplear elevadas concentraciones de éste, ya que la
reaccion resulta ser bastante violenta y pueden pasar burbujas y/o espuma hasta la

zona de deteccion, por lo que se escogié como valor 6ptimo 7,0 % m/v de NaBHy.
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Figura 17: Optimizacion de la concentracion del agente reductor.

Validacion del método

Las condiciones optimizadas segun el método univariado se sefialan en la Tabla 6.

Tabla 6: Concentraciones 6ptimas de los reactivos utilizados obtenidas mediante

el método univariado.

Variables Univariado

Patrones Acuosos

HCI 2,8+0,03 mol L™

Co 2,00 + 0,008 mg L™
Tiourea 4,00 + 0,03 % m/v
NaBH, 7,00 £ 0,02 % miv
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Para la validacién de la metodologia optimizada se determinaron la sensibilidad, la
precision, el limite de deteccion y la exactitud. En primer lugar se realizé la curva de
calibracion con patrones acuosos. Puesto que se esta generando un vapor frio, las
interferencias matriciales deberian ser nulas. Ademas, se verificé que el intervalo de
concentraciones utilizadas para la realizacion de la curva estuvieran en el intervalo

lineal, a fin de cumplir con la Ley de Beer. La curva obtenida se muestra en la Figural8.

0,700

0,600 /A//A
0,500 /y =0,005x+ 0,1468
0,400 R?*=0,9973
0,300

0,200 /

0,100

Abs

0,000 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

C Cd pg mL?

Figura 18: Curva de calibracién para el cadmio bajo las condiciones optimizadas
de manera univariada.

< Limite de Deteccidn

El limite de deteccidn fue calculado como tres veces la sefal de la desviacion estandar
de un conjunto de 10 mediciones de un patrén de 5,00 pug L, entre la pendiente. El

valor obtenido para la metodologia desarrollada fue de 0,96 pg L™.
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« Exactitud de la metodologia

En la Tabla 7 se muestran las concentraciones de cadmio determinadas en dos
muestras de orina provenientes de donantes diferentes, asi como también los

porcentajes de recuperacion correspondientes para cada una de ellas:

Tabla 7: Concentracion de cadmio determinadas en muestras de orina mediante

la optimizacién univariada de los parametros.

1 47,1+0,1 30,00 73,26 95,01
1 45,88 + 0,07 30,00 71,04 93,62 94 (1)
2 ND 40,00 36,22 90,55
2 ND 40,00 37,31 93,28 92 (2)

M= muestra; PA= patron agregado; D: determinada; R=recuperacion

Ya que las muestras no son certificadas, se determiné el porcentaje de recuperacion de

la concentracion de las muestras luego de su digestion, el cual fue satisfactorio.

3. Estudio del comportamiento de la sefial analitica en funcion de dos modos

de mediciéon: Running mean Vs Integracion

Una vez encontradas las condiciones 6ptimas para la generaciéon de la especie volatil

de cadmio y antes de realizar la optimizacion multivariada, se procedio a evaluar si el
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modo de medicion empleado Running Mean era el mas adecuado para realizar las
mediciones, esto debido a que la mayoria de los investigadores reportan la integracion

(referencias) - Entonces, bajo las mismas condiciones tanto

como modo de medicion
quimicas como fisicas fueron medidas las absorbancias de una serie de tres patrones.
Primero, bajo el modo de medicion Running Mean y luego bajo el modo de medicién
Integracion. A continuacion se muestran las curvas de calibracion correspondientes

para cada uno de ellos:

0,7
0,6 b
05 /
y=0,0047x+0,1348
w 04 R?=0,9958
£
< .
0,3 # Running Mean
0,2 o 4-/ M Integracion
01 ./ y=0,0021x+ 0,0483
R?=0,9811
0 T T T T T 1
0 20 40 60 aa 100 120

CCd(ugl?)

Figura 19: Curvas de calibracién para cadmio obtenidas mediante dos modos de
medicion, Running mean e integracion.

En la Figura 19 se aprecia que las curvas de calibracion correspondientes a los dos
modos de medicién empleados proveen diferente sensibilidad, siendo el modo Running
Mean el mas sensible (doble de la sensibilidad obtenida mediante el modo de medicién
integracion). Se presume que es debido a que el decaimiento de la sefal es muy
rapido y la integracion aplicada no es suficiente (ver Figura 11).
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4 Optimizacion multivariada

El disefio Box Behnken aplicado de cuatro factores y dos niveles, contemplo un total de
27 experiencias, cada una de las cuales fue realizada aleatoriamente y por duplicado,
para dar un total de 54 experiencias. Cabe destacar que estas 54 experiencias fueron
realizadas tanto para patrones acuosos como para la muestra, para determinar si habia
interferencias matriciales. En el Apéndice 1 se muestran las condiciones de la

experiencia.

En la Figura 20 se muestran las gréficas de Pareto obtenidas para el 95% de confianza
en el analisis del disefio multivariado Box Behnken aplicado a una muestra de orina
dopada con 40 pg L™ de cadmio. Un efecto positivo (+) indica que al incrementar la
magnitud del factor se produce un incremento en la sefial de AAS, mientras que un
efecto negativo (-) indica que al incrementar la magnitud de dicho factor la sefal

analitica disminuye.

D:Reductor
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DD i

B:Co
A:Acido
C:Tiourea
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2 4 6 8 10
Efecto estandarizado
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Figura 20: Grafica de Pareto para estudiar los efectos de la concentracion de los
factores A, B, C, y D involucrados en la generacion del vapor frio de cadmio empleando
una muestra de orina contaminada con 40 pg L™,
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Como se puede apreciar en la Figura 20, cada uno de los factores estudiados
(A,B,C,D) ejercen un efecto significativo y positivo en la sefial analitica. Por otro lado,
también se puede observar que los efectos combinados o de segundo orden (AA 'y
DD)resultaron significativos pero negativos en la sefal analitica, mientras que el BD
resulté ser positivo. En el Apéndice 2 se muestran los valores determinados para los
efectos y su valor P y F correspondiente.

Ademas de las graficas de Pareto, también se obtuvieron las superficies de respuesta
(Figura 21), de las cuales se obtienen los valores Optimos de cada reactivo para

incrementar la sefial del analito.

Los valores Optimos codificados obtenidos para cada una de las variables o factores
estudiados, se muestran en la Tabla 8 junto con los valores decodificados de las

concentraciones.

Tabla 8: Valores 6ptimos determinados con el disefio Box Behnken

Variables Valores Codificados Valores Decodificados
Patrones Acuosos Muestra Patrones Acuosos Muestra
HCI 1,00 0,02 4,00 mol L~ 2,78 mol L~
Co 1,00 1,00 3,50 mg L™ 3,50mg L™
Tiourea 0,64 0,95 5,27 % m/v 5,90 % m/v
NaBH,4 1,00 1,00 7,00 % m/v 7,00 % miv
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Figura 21: Superficies de respuesta obtenidas en la muestra de orina contaminada (la
concentracion de las lecturas se muestra en valores codificados).
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los niveles factoriales originales en sus valores codificados

correspondientes y viceversa, se emplearon las siguientes ecuaciones:

M= (alto + bajo) / 2
H= (alto — bajo) / 2
Xi* = (Xi—M) /H

Xi=X*xH+M

Donde; alto y bajo se refieren a los valores maximo y minimo del intervalo en su nivel

no codificado, Xi factor original sin codificar y Xi* corresponde al factor codificado “).

En la Figura 22 se muestra la curva de calibraciébn obtenida bajo las condiciones

optimizadas de manera multivariada.
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ccd {ug L)

Figura 22: Curva de calibracion para cadmio obtenida bajo las condiciones
optimizadas de manera multivariada.
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< Limite de deteccidn

El limite de deteccion fue calculado como tres veces la sefial de la desviacion estandar
de un conjunto de 10 mediciones de un patrén de 5,00 ug L, entre la pendiente. El

valor obtenido para la metodologia desarrollada fue de 1,11 pg L™.

+ Exactitud de la metodologia propuesta

Para evaluar la exactitud de la metodologia propuesta, igual que en el método
univariado fueron evaluadas las muestras 1 y 2 con sus respectivos porcentajes de
recuperacion de las muestras contaminadas después de su digestion, los cuales se

resumen en la Tabla 9.

Tabla 9: Concentracién de cadmio en las muestras de orina y sus respectivos
porcentajes de recuperacion, obtenidos mediante la optimizacién multivariada de

los pardmetros.

Muestra C M % R promedio
(MgLh (g L™ (CV)
1 4291 + 0,02 30,00 69,09 94,8
1 36,41 + 0,04 30,00 60,67 91,4 94 (2)
1 44,40 + 0,03 30,00 71,08 95,5
2 ND 40,00 37,42 93,6
2 ND 40,00 37,97 94,9 95 (2)
2 ND 40,00 39,19 98,0

M= muestra; PA= patron agregado; D: determinada; R=recuperacion
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Los resultados del porcentaje de recuperacién obtenidos en las muestras contaminadas
después de su digestion se encuentran entre el 91 — 98 %, los cuales resultan

satisfactorios.

Comparacion de las metodologias de optimizacién univariada y multivariado

Para determinar si habia diferencias significativas entre los valores Optimos de los
factores optimizados mediante los métodos univariado y multivariado, fue realizada una
prueba t al 95 % de confianza sobre los porcentajes de recuperacion de las muestras

bajo estudio. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 10: Comparacion entre los métodos de optimizacion empleados.

MUESTRA 1 MUESTRA 2

Univariado Multivariado Univariado Multivariado
X (ug L™ 72* 67* 37* 38+
s (ug L) 2 6 1 1
n 2 3 2 3
s° 2,66 0,50
texp 1,79 2,62
t (p=0,05) 3,18 3,18

* Concentracion de cadmio determinada para tres réplicas de las muestras de orina

contaminadas.
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En los dos casos bajo estudio se obtuvo que el t exp era menor que el t tedrico
(P= 0,05), por lo que se concluye que no existe una diferencia significativa entre los

resultados obtenidos mediante los métodos univariado y multivariado.

Validacion de la metodologia optimizada

Las metodologias de optimizacion empleadas condujeron a resultados comparables
estadisticamente. Sin embargo, dadas las ventajas que aporta la optimizacion mediante
el método multivariado, se escogieron las condiciones obtenidas mediante este método
como las Optimas para validar la metodologia. Esta validacién se realiz6 mediante la

determinacion de la concentracion de cadmio en una muestra control.

Los resultados obtenidos en la determinacion de cadmio en la muestra control
Lyphochek Bio Rad Nivel 1, mostrados en la Tabla 10, se encuentran dentro del
intervalo sefialado para la muestra control (4,8 — 7,2 ug L™). Asimismo, el porcentaje de
recuperacion determinado para la metodologia, es decir, considerando el proceso de
digestion, estuvo en el 86 %. Este porcentaje de recuperacién, aunque se encuentre
dentro del intervalo que se considera satisfactorio (85- 115 %), indica la presencia de

ciertas pérdidas en el proceso de digestion.
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Tabla 11: Porcentajes de recuperacion obtenidos en la determinacion de cadmio

en la muestra control de orina Lyphochek Bio Rad Nivel 1.

Réplicas Co(ugL™) Ce(ug L™
3 5,16 + 0,05 6,0 86 + 2
(4,8-172)

D: determinada; C= certificada; R=recuperacion

Los resultados obtenidos muestran que la celda de reaccién evaluada, re-disefiada y
operada bajo las condiciones de analisis optimizadas, permite la obtencion del vapor
metalico de cadmio y su determinacién en muestras de orina de manera cuantitativa y
con una buena precision. En lo que refiere a los limites de deteccion obtenidos, éstos
podrian ser mejorados realizando modificaciones adicionales dirigidas hacia la

disminucién del volumen muerto que diluye el vapor metalico generado.
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CONCLUSIONES

% La celda de reaccién disefiada en el laboratorio de Espectroscopia Atémica de la
Universidad Simon Bolivar y la metodologia de andlisis optimizada permitieron la
determinaciéon cuantitativa y reproducible de cadmio en muestras de orina mediante

CV-AAS empleando pequefios volimenes de muestra.

% El disefio de celda evaluado y su ensamblaje con el separador gas-liquido

proporcionan sefiales libres de efectos memoria.

% La modificacidon realizada al separador gas- liquido, permiti6 un mejor control en
cuanto a la formacion de burbujas. Sin embargo dicha modificacion puede ser

responsable, en parte, de los elevados limites de deteccién obtenidos.

% La metodologia de optimizacion multivariada permite obtener mayor informacion en

menor namero de experiencias.

% Los resultados de concentracion de Cd y porcentaje de recuperacién obtenidos
mediante las metodologias optimizadas mediante los modos univariados Yy

multivariados no presentaron diferencias significativas (P=0,05).

% El limite de deteccién instrumental obtenido fue de 1,11 pg L™, el cual puede ser
mejorado disminuyendo la dilucion de la muestra en el procedimiento de digestion y
realizando modificaciones adicionales de la celda para disminuir el volumen muerto que

diluye el vapor metélico generado.

s Mediante la validacion de la metodologia a través de las figuras de mérito
correspondientes, se determind que ésta fue utilizada apropiadamente y que los

resultados obtenidos estan garantizados analiticamente.
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Apéndice 1: Experiencias del disefio Box Behnken de cuatro factores, dos niveles.

Disefio factorial: Box Behnken 4 factores dos niveles

Factores y niveles codificados

A: Acido

D: Reductor

C: Tiourea

B: Cobalto

Bloque

Exp.

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

32
33
34
35
36
37

38
39
40

41

42

43

44
45

46

47

48

49

50
51

52
53

54
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Apéndice 2: Valores estimados de los efectos considerados en el disefio Box
Behnken, empleado una muestra de orina contaminada con 40 pg L™,

average = 0,343617 +/- 0,0296934
A:Acido = 0,109417 +/- 0,0296934
B:Co = 0,119875 +/- 0,0296934

C:Tiourea = 0,098275 +/- 0,0296934
D:Reductor = 0,263533 +/- 0,0296934

AR = -0,277354 +/- 0,0445401
AB = -0,0527 +/- 0,0514305
AC = -0,06665 +/- 0,0514305
AD = 0,0294 +/- 0,0514305
BB = -0,0660667 +/- 0,0445401
BC = 0,111725 +/- 0,0514305
BD = 0,2335 +/- 0,0514305
cc = -0,0866167 +/- 0,0445401
CD = 0,03755 +/- 0,0514305
DD = -0,203204 +/- 0,0445401
block = -0,00184444 +/- 0,0197956

Apéndice 3 Andlisis de varianzas para valores de los efectos considerados en el

disefio Box Behnken, empleando una muestra de orina contaminada con 40 pg L™

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:Acido 0,071832 1 0,071832 13,58 0,0007
B:Co 0,0862201 1 0,0862201 16,30 0,0003
C:Tiourea 0,0579479 1 0,0579479 10,95 0,0021
D:Reductor 0,416699 1 0,416699 78,77 0,0000
AA 0,205134 1 0,205134 38,78 0,0000
AB 0,00555458 1 0,00555458 1,05 0,3120
AC 0,00888444 1 0,00888444 1,68 0,2028
AD 0,00172872 1 0,00172872 0,33 0,5709
BB 0,0116395 1 0,0116395 2,20 0,1462
BC 0,024965 1 0,024965 4,72 0,0361
BD 0,109045 1 0,109045 20,61 0,0001
cc 0,0200065 1 0,0200065 3,78 0,0592
CD 0,00282 1 0,00282 0,53 0,4698
DD 0,110112 1 0,110112 20,81 0,0001
blocks 0,0000459267 1 0,0000459267 0,01 0,9263
Total error 0,201027 38 0,00529019

Total (corr.) 1,23978 53
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Apéndice 4: Valores estimados de los efectos considerados en el disefio Box

Behnken, empleando un patrén acuoso de 40 ug L™.

average
A:Acido

B:Co

C:Tiourea
D:Reductor

AA
AB
AC
AD
BB
BC
BD
ccC
CD
DD
block

= 0,29385 +/=

0,148617 +/=
0,179892 +/=

= 0,0804333 +/-

0,228542 +/=
-0,147537 +/-
0,124225 +/=
-0,049925 +/-
0,04905 +/=

-0,031425 +/-
0,1462 +/-
0,2461 +/-

-0,140537 +/-
0,085175 +/=
-0,227425 +/-
-0,0112741 +/-

0,0272814
0,0272814
0,0272814
0,0272814
0,0272814
0,0409221
0,0472528
0,0472528
0,0472528
0,0409221
0,0472528
0,0472528
0,0409221
0,0472528
0,0409221
0,0181876

Apéndice 5: Andlisis de varianzas para valores de los efectos considerados en el

disefio Box Behnken, empleado un patrén acuoso de 40 pg L™,

Source Sum of Squares
A:Acido 0,132521
B:Co 0,194166
C:Tiourea 0,0388171
D:Reductor 0,313388
AA 0,0580462
AB 0,0308637
AC 0,00498501
AD 0,00481181
BB 0,00263341
BC 0,0427489
BD 0,12113
ccC 0,0526688
CD 0,0145096
DD 0,137926
blocks 0,00171591
Total error 0,169695

0,132521
0,194166
0,0388171
0,313388
0,0580462
0,0308637
0,00498501
0,00481181
0,00263341
0,0427489
0,12113
0,0526688
0,0145096
0,137926
0,00171591
0,00446565

Total (corr.) 1,24685
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Apéndice 6: Grafica de Pareto de los efectos de los factores A, B, C, y D involucrados

en la generacion del vapor frio de cadmio empleando un patrén acuoso de 40 ug L™.
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Apéndice 7: Superficies de respuesta obtenidas en el patrén acuoso. Nota: la

concentracion de las lecturas se muestra en valores codificados.
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Apéndice 8: Ecuaciones empleadas para el célculo de las figuras de mérito.

% Sensibilidad, fue determinada en funcién del coeficiente de varianza (CV).

*

CV =100
X

% Porcentaje de recuperacion:

% R = C muestra contaminada — C muestra

C contaminacion

L X4

% Comparacién de un valor experimental con un valor verdadero en el caso de

la muestra control de orina.
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